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MBTHODE D' ANALYSE DE L' AGRBSSIVITB TUMORALS COMPRBNANT LA MESURE D'ACTINE 
POLYMERZSEB 1 0/539*06 

METHODS D ' ANALYSE DE L ' AGRESSX VITE TUMORALS DE 
CELLULES CANCEREUSES COMPRBNANT LA MESURE DE LA QUANTITE 
D'ACTINE POLYMERISBE A L'ETAT STATIONNAIRE . 

La presente invention a pour objet un test 
diagnostic ou predictif dans le domaine du cancer. Plus 
particulierement, 1'invention se rapporte a une methode 
basee sur la mesure directe de la quantite d'actine 
polymerisee a l'etat stationnaire dans un lysat cellulaire 
non purifie, comrae indicator a la fois de 1' agressivite 
tumorale et de la sensibilite au traitement anti - tumoral . 

Selon une forme de mise en oeuvre preferee, la a 
methode de 1'invention est remarquable en ce que, a part 
l'extrait cellulaire et l'actine f luoreecente, aucun ajout 
L5 supplemental proteique purifie n'est necessaire pour 
mettre en evidence une discrimination a la fois entre des 
cellules sensibles ou resistantes et des cellules a 
potentiel agressif ou non. 

0 Le cytosquelette d'actine est une structure 

proteique essentielle a la survie cellulaire. II permet C i 

notamment a la cellule de maintenir sa forme et son <V ' 
adhesion, de migrer, de communiquer avec les cellules 
adjacentes. Le cytosquelette est une structure extremement 

5 dynamique, en perpetuel remaniement . 

Les proprietes dynamiques du cytosquelette 
permettent a la cellule de communiquer avec 1' environnement 
exterieur et de migrer pour former dee metastases par 
exemple. Ces deux proprietes sont a 1'origine de la 

> cohesion tissulaire. 

Les proprietes dynamiques du cytosquelette rendent 
son etude extremement difficile. 

II a ete decrit dans l'art anterieur plusieurs 
mecanismes de regulation de la polymerisation de l'actine, 
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parmi lesquels on peut citer les mlcanismee dependant soit 
du complexe Arp2/3, soit faisant intervenir la famille de 
proteines rellees a Ena/VASP. 

Ainsi, le complexe Arp2/3, const itue d'au moins 
sept sous-unites proteiques, est regule par les raembres de 
la famille de proteines du syndrome de Wiskott-Aldrich 
(WASP) pour activer la nucleation des filaments d'actine en 
structures en Y (Machesky, Mullins et al.1999). 

Pour Ena/VASP, il s'agit de la famille des 
proteines dont le prototype est la zyxine, parmi lesquelles 
on peut citer LPP (LIM-containing lipoma preferred 
partner), et TRIP6 (thiroid receptor- interacing protein-6) , 
caracterisees en ce qu'elles possedent un domaine riche en 
proline suivi par trois domaines LIM. Les proteines 
15 appartenant a cette famille interagissent avec les 
prolines de la famille Ena/VASP parmi lesquelles on peut 
cite VASP (Vasodilator stimulated phosphoprotein) , Ena 
(chez la drosophile), Mena (equivalent de la protSine Ena 
chez les mammiferes) et Evl. Bien que ces deux dernidres 
20 families de proteines soient clairement impliquees dans la 
regulation de ce mecanisme de polymerisation de l'actine, 
la sequence d'evenements responsables n'est pas 
completement elucidee (Fradelizi, Noireaux et al. 2001). 

II semble qu'une meme cellule puisse contenir 
25 plusieurs systemes de polymerisation de l'actine, chacun 
etant responsable d'un type particulier de structure 
d'actine. 

Les proprietes dynamiques du cytosquelette rendent 
son analyse extremement complexe, compte tenu des systemes 
prot€iques differents intervenant dans les processus de 
regulation de la polymerisation et de la depolymerisation 
de l'actine. Si les proprietes d' adhesion et de resistance 
sont liees (Damiano, Hazlehurst et al . 2001 ; dit Paute, 
Laurend et al . 2002), les proprietes invasives des cellules 
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cancereuses different S elo„ leur rSsistance aux traitements 
anti-cancereux (Lopes, Ernst et al. 2002). m vivo les 
cellules resistantes sentient avoir un pouvoir invasif plus 
grand (Mitsumoto, Karaura et al. 1998). 

Ainsi, 1' etude d'un seul des deux mecanismes dans 
un systeme purifie in vitro peut etre incomplet pour juger 
du potent iel cellulaire de polymerisation de 1'actine d'un 
extrait d'une lignee cellulaire ou d'un prelevement 
biologique . 
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Les travaux de recherche realises dans le cadre de 
la presente invention ont maintenant mis en Evidence une 
nette correlation entre d'une part la mesure de la quantite 
d'actine polymerisee a 1'etat stationnaire, at d'autre part 
15 1'agressivitS tumorale. 

La presente invention a done pour but d'offrir une 
methode simple et efficace de diagnostic ou de prediction 
da 1'agressivite tumorale et de la sensibilite au 
traatement ant i- cancer eux che Z un sujet. ce but est atteint 
grtce a une methode consistent a mesurer la quantite 
d'actine polymerisee a 1'etat stationnaire dans un extrait 
cellulaire d'un prSlevement d'un sujet. 

Plus particulierement, 1' invention a pour objet une 
methode d' analyse de 1'agressivite tumorale de cellules 
cancereuses chez un sujet comprenant la mesure de la 
quantite d'actine polymerisee a 1'etat stationnaire dans un 
extrait cellulaire du sujet. 

Avantageusement, 1' extrait cellulaire est un lysat 
30 desdites cellules cancereuses. 

On entend par agressivite tumorale le caractere 
invasif d'un cancer ou d'une lignee cellulaire cancereuse, 
e'est-a-dire aussi bien le potential metastatique de ceux- 
ox que la rapidite avec laquelle une tumeur primitive se 
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developpe et crolt. On entend Sgalement par agressivite 
tumorale, la tumorig6nicite, c'est-a-dire la capacite d'une 
lignee cellulaire a entralner plus ou moins ef f icacement 
1' apparition d'une tumeur apres injection en sous cutanee 
dans un module murin apte a recevoir cette lignee. On 
entend aussi par agressivite tumorale 1' absence de 
sensibilite au traitement anti-cancereux. 

La mesure realisee sur l'extrait cellulaire du 
sujet est compare a une ou plusieurs valeurs de reference 
specifiques du tissu analyse dans le cas de prelevements 
biologiques, ou specifiques du phenotype, dans le cas de 
lignSes cellulaires. 



La quantite d'actine polymerisee correspond a la 
sonune de toute l'actine sous forme F. Cette somme depend de 
la quantite totale d'actine, quelle que soit sa forme, 
forme P ou forme G, mais surtout de 1' ensemble del 
mecanismes de regulation de* la polymerisation et de la 
20 depolymSrisation. 

On entend par actine F les polymeres plus ou moins 
longs d'actine globulaire (actine G) . La formation d'actine 
F est un phenomene dynamique, tres precisSment regule par 
plusieurs mecanismes differents. L'actine F peut subir de 
manure concomitante un phenomene de polymerisation 
d'actine globulaire a une extremite du filament et un 
phenomene de depolymerisation a 1' autre extremity. 



Un but de la prSsente invention est de s'affranchir 
des differentes voies de regulation de la polymerisation de 
l'actine, en utilisant un systdme integrS. 

Ce but est atteint selon 1' invention, grace a la 
mesure de la quantite d'actine polymerisee a 1 ' etat 
stationnaire, laquelle prend en compte la resultante de 
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tous les mecanismes de regulation de la polarisation at 
de la depolymerisation des filaments d'actine, et pl us 
precisement, aussi bien les .ecanisn.es de sti rau lation que 
les mecanismes d' inhibition de la polarisation et de l a 
5 depolymerisation. L'etat stationnaire resulte de 
I'equilibre entre tous ces mecanismes de regulation de la 
Polymerisation de 1'actine a une extremite du filament 
d'actine et de la depolymerisation a 1' autre extremite 

10 „ i - DS fa<?0n aVantageUSe ' la —re de 1'actine 
10 polymerase a l'etat stationnaire ne necessite pas une 
tnesure d' expression d'une proteine (par exemple la zyxine 
ou 1'une des proteines du complexe Arp2/3 ou 1'une des 
prot6ines de la famille Ena/VASP) et ne necessite pas 
d'etape de purification proteique ou I'ajout de reactifs 
15 solides (par exemple des billes) . 

La presente invention permet de mesurer la quantite 
d'actine polymerisee a l'etat stationnaire d'un extrait 
cellulaire non purifie, ou toutes les voies 
d'activation/inhibition des processus de polymerisation et 
^Polymerisation de l'actine sont integrees. 

Ainsi, on entend par quantite d'actine polymerisee 
a l'6tat stationnaire, la quantite d'actine polymerisee 
lorsque 1'equilibre entre la polymerisation de l'actine a 
une extremite des fil ame nts et la depolymerisation a 
5 1 autre extremite est atteint. Comme indique precedent, 
etat stationnaire est la resultante de toutes les voies 
de regulation de la polymerisation de l'actine. 

La mesure de la quantite d'actine a l'etat 
stationnaire peut etre realisee par toute technique connue 
) de 1'homme du metier, corame par exemple u ^ ^ 
polarisation statique de fluorescence aussi appelee 
anisotropie statique de fluorescence. 

L'anisotropie et la polarisation sont deux valeurs 
reliees mathemat iquement et done facilement 
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interchangeable*. Biles decrivent le mSme phenomene. La 
polarisation de fluorescence permet d'etudier les 
interactions entre molecules en mesurant les changements de 
taille de molecules fluorescentes en solution. Cette meeure 
5 est correlee a la taille de la molecule fluorescente ou du 
complexe moleculaire fluorescent. En 1 ■ occurrence, la 
molecule fluorescente est un monomere d' actine (ou actine 
G) lie a un f luorochrome, en l'occurrence l'Alexa 488, qui 
est incorpore dans les filaments d' actine (actine P) au 
10 cours de la polymerisation. 

Ainsi, selon une forme toute preferee de 
realisation, la mesure de la quantite d' actine a l'etat 
stationnaire de la methods d' analyse de 1' invention est 
realisee par polarisation statique de fluorescence en 
15 presence de monomeres d' actine lies a un f luorochrome , 
lesquels sont incorpores dans les filaments d' actine 
(actine F) formes au cours de la polymerisation de 1' actine 
endogene du lysat. 

Dans cette forme de realisation, les monomeres 
d' actine lies a un f luorochrome sont ajoutes au lysat 
cellulaire dans un rapport compris entre l/80 e et 1/1600 8 
par rapport a la quantite d' actine endogene. 
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Le resultat du test est une valeur d' anisotropie de 
fluorescence au plateau (« STAFI ») correspondant a la 
quantite d' actine polymerisee a l'etat stationnaire et une 
constante apparente (^J de polymerisation de l'actine 
resultant de ^incorporation progressive dee monomeres 
d' actine marquees au cours du temps jusqu'a atteindre 
l'etat stationnaire, c'est-a-dire le plateau de la courbe. 

Grace au logiciel GraphPad Prism® version 3 
(GraphPad Software Inc.), les donnees experimental es 
permettent de generer une courbe ajustee a une equation 
d'ordre 1 telle que : 
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Y = AmA max (1 - e " K t ) ou 

V - la valeur d'anisotropie mesuree a un temps t 
AmA max ■ « ST API », ia valeur d , ordonnge maximu|n k 

l'equilibre 
5 K = la constante K^, 

t - le temps en secondes 

Pour predire un niveau d' agressivite tumorale et de 
sensibilite a un traitement anti-cancereux, ces deux 
valeurs doivent etre compares a des valeurs de reference 
soit specifics du tissu analyse dans le cas de 
prelevements biologiques, soit specifies du phenotype, 
dans le cas de lignees cellulaires. 

Un echantillon provenant d'un prelevement de cancer 
15 tres agressif, c'est-a-dire presentant soit un caractere 
xnvasif soit un caractere tumorigene ou bien encore ayant 
perdu le caractere de sensibilite aux traitements anti- 
cancereux, presentera un STAPI et un ^, P i us faibles que 
la valeur de reference, c< est-a-dire la valeur obtenue a 
20 partir de prelevements similaires peu ou pas agressifs. 

Par exemple, la valeur nortnale d'anisotropie de 
fluorescence au plateau (« STAFI » = delta mA max) d'une 
lignee peu invasive de melanome (B16F0) est 47mA <K, b „ 
0,07). une lignee derivee de celle-ci, decrite par ailleurs 
25 comme .tres invasive (B16F10) (Nakamura, Yoshikawa et al. 
2002), presente une valeur de STAPI de 37 mA (K^, = o 02) 
nettement inferieure a la valeur des B16P0. Les valeurs de 
STAFI et de Kobs obtenues a partir de lysats de cellules 
mvasives sent nettement inferieures aux valeurs de la 
30 lignee de reference (figure 3) . 

Un autre exemple est la comparaison de la valeur du 
STAFI de lignees tumorigenes avec la valeur obtenue a 
partir de lignees cellulaires parentales non tumorigenes 
prises comme reference. La valeur du STAFI des lignees 



10 



15 



20 



WO 2IW4/057J37 PCT/FR2MJ/00J802 



8 



tumorigenes est nettement inferieure aux valeurs des 
lign€es de reference non tumorigenes. 

Dans l'exemple des lign6es derivees de NIH 3T3, le 
STAFI de la lignee tumorigene (NIH 3T3 EF) est egal a 35mA 
compare aux lignees de reference non tumorigenes (NIH 3T3 
et NIH 3T3 EF zyxine) pour lesquelles le STAFI est egal a 
65 et 57 mA respectivement (figure 1) . 

La lignee tumorigene BAF3 bcr-abl et la lignee non 
tumorigene BAF3 presentent des valeurs de STAFI de 40mA et 
58mA respectivement. La repression de 1' expression de 
1' oncogene de fusion, responsable de la tumorigenicite de 
la lignee BAF3 bcr-abl, induit la restauration de la valeur 
du STAFI a une valeur proche du STAFI de la lignee de 
reference soit 52mA et 58mA respectivement (figure 2) . 

Un dernier exemple est la comparalson de la valeur 
de STAFI de lignees cellulaires de cancer du sein plus ou 
moins sensibles au traitement anticancereux. Les valeurs de 
STAFI des deux lignees resistantes (MCF7-MDR et MCF7-dox) 
sont nettement inferieures a la valeur de la lignee 
sensible (MCP7) prise comme reference soit 35mA et 52mA 
versus 71mA (figure 4) . 



Un exemple prefere de mise en ceuvre de la methode 
selon l'invention comprend les etapes 
25 suivantes : 

- la lyse des cellules cancereuses dans des 
conditions non-denaturantes pour les proteines et 
1' elimination des debris cellulaires, 

- le dosage des proteines totales du lysat, 

30 " 1,a 3°ut de monomdres d'actine lies a un 

fluorochrome, 

- l'ajout des substances necessaires a la 
polymerisation de l'actine endogene et a la protection des 
prolines du lysat, 
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- la mesure de U quantity d'actine polymerisee a 
l'Stat stationnaire dans le lysat. 

La presente invention vise aussi a offrir une 
5 methode d' identification de molecules susceptibles de 
presenter une activity anticancereuse . Un telle methode 
comprend la mise en *uvre de la methode d' analyse de 
1'agressivite tumorale decrite precedemment selon 1'une 
quelconque des revendi cat ions 1 a 6 en presence d'une 
10 quantite adequate d'une ou plusieurs molecules a tester et 
la determination de la capacite de ladite molecule a 
restaurer une quantite d'actine polymerisee a 1'etat 
stationnaire correspondent a celle de cell«i es non 
agressives. 

15 Les travaux realises dans le cadre de la presente 

invention ont permis 1 • identification de molecules capables 
de restaurer la valeur du STAFI de cellules agressives au 
nxveau de celle de cellules non agressives. Ces molecules 
sont susceptibles de presenter une activite anti- 
20 cancereuse. 

Par exemple, la Jasplakinolide, ajoutee dans le 
lysat de cellules agressives (NIH 3T3 EF) juste au moment 
du test, permet la restauration de la valeur du STAFI de 
ces cellules a une valeur proche de celle du STAFI de 
25 cellules de reference non tumorigenes (NIH 3T3) (figu re 5 , 
Le tableau 1 ci-dessous rapporte la restauration de la 
valeur de delta mA max (STAFI, correspondent a la quantity 
d'actine polymerisee a 1'etat stationnaire) de cellules 
tumorigenes (NIH 3T3 EF, notees EF, au niveau de la valeur 
de cellules non tumorigenes (NIH 3T3)par I'ajout de la 
jasplakinolide (notee jaspla) . 
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Lignges cellulaires 


AmA max 


NIH 3T3 EF 


30 


NIH 3T3 


62 


NIH 3T3 EF + Jasplakinolide 


65 
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L'invention concerne encore 1' application de la 

raethode d' analyse de l'aoreeaivih* 

agressivxts tumorale d€crite 

precedemment a : 

- 1' evaluation du caractere invaaif desdites 
cellules ; 

- devaluation de la tumorigenicite des cellules ; 
- la prediction de la sensibilite desdites 

cellules a un traitement anti-cancereux ; le traitement 
antx-cancereux consiste par exemple en une radiotherapie ou 
une chimiotherapie . 

On entend par sensibilite au traitement anti- 
cancereux aussi bien ^absence de resistance aux 
medxcaments dependant du systeme MDR (multi drug 
resistance, liee aux mecanismes de pompes de la famille de 
proteines P -gp, ^ la capacifcg deg celiuies & 

entrer en apoptose. Ces deux phenomenes peuvent etre en 
reponse a un traitement anti-cancereux consistant en une 
radiotherapie ou une chimiotherapie. 

L'invention vise egalement un kit pour un test 
daagnostac ou predictif de 1'agressivite tumorale, et plus 
specialement pour la mesure de la quantite d'actine 
polymerisee a Vetat stationnaire pour 1' evaluation de 
1'agressivite tumorale dans un prelevement biologize. 
Un tel kit comprend : 
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- un milieu de re-suspension des cellules pour la 
lyse des cellules, 

- les substances necessaires a la polymerisation de 
1' actio, endogene at a la protection des prolines du 
lysat, 

- les monomeres d'actine lies a un f luorochrome, 

- un tampon de polymerisation de l'actine, 

- un tampon general de l'actine, 

- eventuellement des extraits de reference de 
cellules agressives et non agressives. 
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D'autres avantages et caracteristiques de 
1' invention apparaitront des exemples qui suivent dans 
lesquels il sera fait reference aux dessins en annexe oQ : 

" La figure 1 illustre la mesure de la 
polymerisation de l'actine a 1'etat stationnaire (STAFI - 
delta mA max) dans des lignees cellulaires parentales 
adherentes murines, non tumorigenes (NIH 3T3 et NIH 3T3 EF 
zyxme) et tumorigene (NIH 3T3 EF) . 

- La figure 2 illustre la mesure de la 
polymerisation de l'actine a 1'etat stationnaire (STAFI = 
delta mA max) dans des lignees cellulaires parentales non 
adherentes (cellules hematopoietiques murines), non 

25 Ab^r 1 " (BAF3 ^ BAP3 BCr ' Abl " > ^ tUm0rale (BAF3 BCr " 

- La fi gur e 3 illustre la mesure de l a 
polymerisation de l'actine a 1'etat stationnaire (STAFI . 
delta mA max) dans des lignees cellulaires parentales de 
carcxnome du sein, sensible (MCF7 ) et resistantes (MCF7- 

30 Doxorubicine et MCF7-MDR) . 

- La figure 4 illustre l a meS ure de la 
polymerisation de l'actine a 1'etat stationnaire (STAFI - 
delta mA max) dans des lignees cellulaires parentales de 
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melanome, ayant un potentiel plus ou moins metastatique 
(B16F0 < B16F10) . 

- La figure 5 illustre 1 ' identification d'une 
molecule (la jasplakinolide) capable de restaurer la 
quantite d'actine a l'etat stationnaire (STAPI = delta mA 
max) d'une lignSe tumorigene au niveau de la quantite d'une 
lign6e non tumorigene. 
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I - Methodes . 

La technique de polarisation de fluorescence aussi 
appelee anisotropic statique de fluorescence permet 
d'obtenir une valeur dependant de la taille de la molecule 
fluorescente et du nombre de complexes moleculaires 
fluorescents. C'est-a-dire qu'en ajoutant une faible 
proportion d'actine monomer ique fluorescente dans un 
extrait cellulaire, ces monoraeres vont §tre incorpores dans 
le filament d'actine au cours de la polymerisation ce qui 
va entrainer une augmentation de la valeur d' anisotropic 
jusqu'a un plateau apparent, correspondant a l'equilibre 
entre la polymerisation et la depolymerisation des 
filaments d'actine contenant des monomeres fluorescents. Le 
niveau de ce plateau, appelg « STAPI », reflete la quantite 
d'actine F a 1' etat stationnaire, c'est-a-dire le 
potentiel adhesif de la cellule, et la vitesse d'obtention 
du plateau depend de la rapidite avec laquelle ces 
filaments se forment. Ces deux parametres sont des index de 
1 ' agressivitg tumorale . 

M^thode de lyse des cellules : Pour lea cellules en 
culture, les cellules peuvent devoir Stre trypsinSes avant 
d'Stre lavSes (tampon de lavage : 135 mM NaCl, 2.7 mM KC1, 
11.9 mM NaHC0 3( 0.36 mM NaH a P0 4 , 2 mM MgCl 2 . 0.2 mM EGTA, 5.5 
mM glucose, 0.3 % albumine, pH=6,5). Les cellules sont 
raises en suspension dans un tampon de sonication (10 mM 
Tris-HCl, pH 7,5, io mM EGTA et 2 mM MgCl 2 + inhibiteurs de 
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protases Roche) ft ra ison de 50.10* cellules/ml puis 
aonaquees sur glace, a raison de 10 runs de 10 secondes 
espaces de temps de pause de 30 secondes. Le ly Sat est 
centrifuge 30 min a 8000 rpm a 4 *C puig f sur Q ^ 

5 urn. La concentration en prolines totales du l ysa t est 
mesuree par la methode de Bradford pour etre ajustee a 
2mg/ml avec du tampon de sonication. 0,4mM final d' ATP et 
de DTT sont ajoutes pour constituer le lysat cellulaire 4 
tester. 

10 La eolufc i°n de monomeres d'actine lies a un 

fluorochrome est preparee de la maniere suivante : la 
solution stock d'actine-Alexa 488 {Molecular Probes) (7 3 
mg/ml) est diluee au l:200e dans du tampon G (5 mM Tris 
PH8,1, o,2 mM CaCl,, 0,2 mM DTT, 0,2 mM ATP) supplements 
par 10% de sucrose puis ultracentrifugee a 35 000 rpm, 120 
mm, a 4<>C afin d'eliminer d'eventuels filaments d'actine 
Cette solution de monomeres d'actine marques est conserve 
a - 80 °C en aliquots. 

Au moment du test, la solution de monomeres 
20 d'actine margues est diluee au 1/3 dans du tampon G 
L'appareil utilise est un Beacon 2000. Introduire dans un 
tube pour Beacon, 167 pi de tampon G et 3 jil de solution de 
monomeres d'actine marques prealablement dilue. Apres 
stabilisation de la valeur d' anisotropie des monomeres 
25 d'actine a environ no mA , ajouter 4 u l de tampon de 
polymerisation (2,5 M KC1, 50 mM MgCl 2 , 25 mM ATP) et 20 W l 
d'extrait cellulaire 4 tester a 2 mg/ml. La valeur 
d' anisotropie de fluorescence est enregistree pendant une 
pSrxode d'environ 200 secondes. Les donnees sont traitees 
avec le logiciel GraphPad Prism version 3.0 (Ed. GraphPad 
Software). La valeur d' anisotropie de fluorescence des 
monomeres d'actine marques seuls (environ liOmA) est 
retranchee des valeurs suivantes. 
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L' ensemble des lignees cellulaires est cultive ft 
37-C en atmosphere humide contenant 5% de CO a . Elles sent 
entretenues dans du milieu DMEM ou RPMI (oibco) supplements 
par 10% de serum de veau nouveau-ne o« de serum de veau 
S fetal (Gibco) et d'antibiotiques (penicilline a lOOUI/mL et 
streptomycine a 100ug/mL) . 

La lignee NIH-3T3 est une ligne de fibroblastes 
murins non tumorigenes . 

La lignee NIH-3T3-EP est une lignee tumorale 
' derivee de la precedente et contient un ADNc codant pour 
1' oncogene de fusion EWS-PLI dans son genome. L' expression 
de cette proteine est selectionnee a 1'aide de 2,5ug/mL de 
puromycine . 

La lignee NIH-3T3-EF- 2yx ine est une lignee derivee 
de la P rec6dente, qui a perdu son caractere tumorigene 
suite a la transformation par un ADNc codant pour la 
proteine zyxine humaine . L' expression de cette proteine est 
selectionnee a l'aide de la genet icine. 

La lignee BAF3 est une lignee pre-lymphocytaire 
murine. Bile est entretenue en presence d'IL3. 

La lignee BAP3 Bcr-Abl est une lignee derivee de la 
precedente, contenant un ADNc codant pour 1' oncogene de 
fusion Bcr-Abl, dont 1' expression pent etre reprimee par la 
doxicycline. Lorsgue cette lignee est cultivee en i> absence 
de doxicycline et d'lL3, 1'oncogene est exprime et elle est 
alors notee BAF3 bcr-abr. Lorsque cette lignee est 
cultivee en presence de doxicycline et d'lL3, 1' oncogene de 
fusion n^est plus exprimee et elle est notee BAF3 bcr-abl"- 
(Dugray, Geay et al. 2001). 

La lignee B16F0 est une li gn g e de melanome murin 
ayant un faible potentiel metastatique (Nakamura, Yoshikawa 
et al. 2002) . 

La lignee B16F10 est une lignee derivee de la 
precedente, ayant acquis un fort potentiel metastatique a 
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la suite de 10 auction, successes dans on modele 
syn 3 sn 1<3 ue do ..etaetases pulrconaires (Nakanmra. YosMkawa 
et al. 2002) . 

La lignee MCF7 est une lionee 

, . ^ lignee ae carcanome raamraaire 

humam faiblement tumorigene. 

La lignee MCF7-Dox est une lignee derivee de la 
precedent, rendue resistante a la doxorubicin par ajout 
rigulier de lOuM de doxorubicine dans le milieu de culture 

La lignee MCP7-MDR est une lignee derivee de la 
lignee MCF7, contenant un ADNc codant pour la P-gp 

responsable de la nert-e* * a i , 

perte de la sensibilite a la 

chimiotherapie des cellules cancereuses. 
II - Result at a . 

„ ±} g^^tion entre la tumoria lnicitl d e lignee 

cellulaires adh^rp^^ de f ibrobl a<a . ~ 

' — — ~ — Eiorooiastes mii ri ns e t 1 P a 

valeurs m esurees rf e STAFI g«- y l M 

La fig ure 1 represent la determination de la 
valeur de delta mA max (STAFI, correspondent a la quantite 

, Wtine e ol ^isee * 1'etat stationnaire) dans trois 
Ugnees cellulaires parentales murines adherentes, non 

umorigenes (NIH 3T3 et NIH 3T3 BP 2y xi„e, et tumorigenes 
(NIH 3T3 Le tableau 2 ci . dessoua ^ 

de polymerisation de i' ac tinp ~ < 

X actine en presence d'extraits 
cellulaxres par polarisation statique de fluorescence. 



Tableau 2 


^lgnees cellulaires 


Delta mA max 




[NIH 3T3 


65 




NIH 3T3 EP 


35 




NIH 3T3 zyxine 


57 





Kobs 
0,086 

0,04 
0,033 
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La quantite d'actine polymSrisee a l'etat 
stationnaire <« STAFI » : valeur d' anisotropic de 
fluorescence au plateau) de la lignee tumorigene (NIH 3T3 
EF) est comparee a celle de la lignee parentale non 
tumorigene (NIH 3T3) (figure 1) . Le delta mA max (SATFI) de 
la lignee tumorigene (NIH 3T3 EF) est nettement inferieur 
au delta mA max de la lignee non tumorigene (NIH 3T3), soit 
35 et 65 respect ivement . 

L' expression de la zyxine dans la lignee tumorigene 
NIH 3T3 EF conduit a une importante diminution de la 
tumorigenicite de cette lignee (NIH 3T3 EF Zyxine). La 
diminution de la tumorigenicite de cette lignee est 
correlee avec la restauration du delta mA max a une valeur 
proche de celle de la lignee de reference, en 1' occurrence 
15 la lignee NIH 3T3, soit 57 et 65 respectivement . 

2) Correlati on entre la tumorigenicite de lignees 
cellulaires pre-lymphocv taires murines non adherentes et 
les valeurs mesurees de STAFI et K. -. . 

20 La figure 2 represente la determination de la 

valeur de delta mA max (STAFI, correspondant a la quantite 
d'actine polymerisee a l'6tat stationnaire) dans 
differentes lignees cellulaires non adherentes, non 
tumorigenes (BAF3 parentales, BAF3 Bcr-Abl-) et tumorigene 

25 (BAF3 Bcr-Abl*). Le tableau 3 rapporte la cinetique de 
polymerisation de l'actine en presence d'extraits 
cellulaires par polarisation statique de fluorescence. 



Tableau 3 

30 



Lignees cellulaires 


Delta mA max 


Kobs 


BAF3 parentales 


58 


0,12 


BAF3 Bcr-Abl* 


40 


0,05 


Bcr-Abl" 


52 


0,101 
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La quantity d'actine polymerisee a l'etat 
stationnaire (« STAFI » : va leur d' anisotropie de 
fluorescence au plateau, c'est-a-dire la valeur de delta mA 
maximum) de la lignee tumorigene BAF3 Bcr-Abr, transformee 
5 par 1' oncogene de fusion Bcr-Abl, est comparee a celle de 
la lignee parentale non tumorigene (BAF3) (figure 2) 
(Dugray, Geay et al. 2001). Pour la lignee tumorigene (BAF3 
Bcr-Abr) , le delta mA max est nettement inferieur au delta 
mA max de la lignee non tumorigene (BAF3) , soit 40 et 58 
10 respect ivement. 

La meme observation est faite pour la vitesse de 
polymerisation de l'actine, representee par la constante 
K^. Pour la lignee tumorigene (BAF3 Bcr-Abl + ) , est 
nettement inferieur au de la lignee non tumorigene 

15 (BAF3) , soit 0,05 et 0,12 respect ivement . 

La repression de 1' expression de 1' oncogene de 
fusion par la doxicycline dans la lignee BAF3 Bcr-Abl 
conduit a la perte de la tumorigenicite de cette lignee 
(Dugray, Geay et al. 2001). La repression de l'expression 
de 1' oncogene restaure le delta mA max de cette lignee 
tumorigene a une valeur proche de celle de la lignee non 
tumorigene de reference, soit 52 et 58 respect ivement . 



20 



25 



30 



3> Collation entre la s ensibilite a un traitement- 
anti-cancereux de lignees de carcin o me mammaire humain et 
leB valeurs mesurees de STAFI et K^, 

La fi 9 ur e 3 represente la determination de la 
valeur de delta mA max (STAFI, correepondant a la guantite 
d'actine polymerisee a l'etat stationnaire) dans deux 
lign6es cellulaires de melanomes parentales, ayant un 
potentiel plus ou moins metastatique (B16F0 < B16F10) . Le 
tableau 4 ci-dessous rapporte la cinetique de 
polymerisation de l'actine en presence d'extraits 
cellulaires par polarisation statique de fluorescence. 
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Lignees cellulaires 


Delta mA max 


Kobs 


B16F0 


47 


0, 071 


B16F10 


' 37 


0,028 



La quantity d'actine polymerisSe a l'Stat 
stationnaire (« STAPI » : valeur d' anisotropie de 
fluorescence au plateau, c'est-a-dire la valeur de delta mA 
maximum) de la lignee MCF7-Dox, resistante a la 
doxorubicin, est comparee a celle de la lignee parentale 
sensible (MCF7) (figure 3). Pour la lignee resistante 
(MCF7-Dox) , le delta mA max est nettement inferieur au 
delta mA max de la lignee sensible (MCF7), soit 52mA et 
7lmA respectivement. 

De plus, la valeur de delta mA max de la lignee 
resistante MCF7-MDR, transferees par le gene codant pour 
15 la P-gp, est egalement comparee a la valeur de la lignee 
sensible (MCF7) . Pour la lignee resistante (MCF7-MDR) , la 
delta mA max est egalement tres nettement inferieur au 
delta mA max de la lignee sensible (MCF7) , soit 35 et 71 
respectivement. 

20 

4) Correlation entre le potentiel metastatigue 
lignees cellulaires de melanome murin (B16F0 et B16F10) et-. 
les valeurs mesurees de STAFI et k; .^ 

La figure 4 represente la determination de la 
25 valeur de delta mA max (STAFI, correspondant a la quant ite 
d'actine polymerisee a l'etat stationnaire) dans 
differentes lignees cellulaires adherentes, sensibles 
(MCF7) et resistantes (MCF7 Dox et MCF7 MDR) a un 
traitement anticancereux. Le tableau 5 ci-dessous rapporte 
30 la cinetique de polymerisation de l'actine en presence 



WO 2004/057337 w _ 

PCT/FR2003/003802 

19 

d'extraits cellulaires par polarisation statique de 
fluorescence. 



Tableau 5 
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Lignees cellulaires 


Delta mA max 


Kobs 


MCF7 


71 


0,0034 


MCF7-Doxorubicine 


52 


r 0,0034 


MCF7 MDR 


35 


0,071 



La quantite d'actine polymerisee a l'etat 
stationnaire (« STAFI » : valeur d' anisotropie de 
fluorescence au plateau, c'est-a-dire la valeur de delta mA 
maximum) de la lig„6e B16F10, selectionnee pour son 
potentiel metastatique a partir de la lignee B16F0 
(Nakamura, Yoshikawa et al. 2002), est comparee a celle de 
la lignee parentale moins metastatique (B16F0) (figure 4). 
Pour la lignee la plus agressive (B16F10) , le delta mA max 
est nettement inferieur au delta mA max de la lignee non 
tumorigene (B16F0) , soit 37 et 47 respect ivement . 

La tneme observation est faite pour la vitesse de 
polymerisation de 1'actine, representee par la constante 
K ob .. Pour la lignee la plus agressive (B16F10) , est 
nettement inferieur au de la lignee la moins agressive 
(B16F0), soit 0,028 et 0,071 respectivement . 



25 



5) Identification de 1, jasplakinolide commP 
molecule restaura nt le pot entiel d. p ol ymerisation de 
l'actine a l'etat statlonnairs 

La figure 5 represente la restauration de la valeur 
de delta mA max (STAFI, correspondant a la quantite 
d'actine polymerisee a l'etat stationnaire) de cellules 
tumorigenes (NIH 3T3 EF, notees EF) au niveau de la valeur 
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de cellules non tumorigenes (NIH 3T3)par l'ajout de la 
jasplakinolide (notee jaspla) 

La quant ite d'actine polymerisee a l'etat 
stationnaire (« STAFI » : valeur d' anieotropie de 
5 fluorescence au plateau, c'est-a-dire la valeur de delta mA 
maximum) de cellules tumorigenes (NIH 3T3 EF, notee BP) a 
<§te mesuree apres ajout de IOjiM de jasplakinolide dans le 
milieu de polymerisation. Le delta mA max des cellules 
tumorales determine a une valeur initiale de 35mA est 
10 restaure par l'ajout de jasplakinolide a une valeur proche 
de celle de la lignee non tumorigene {NIH 3T3) , 66mA et 65 
mA respect ivement . 

La meme observation est faite pour la vitesse de 
polymerisation de l'actine, representee par la constante. 
15 La jasplakinolide restaure le d'une valeur egale a 0,04 
vers une valeur qui est proche de la valeur obtenue avec 
les cellules non tumorigenes, soit 0,15 et 0,086 
respectivement . 
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REVENDI CATIONS 

1) M£thode d' analyse de 1' agressivite tumorale de 
cellules cancereuses comprenant la mesure de la quantity 
d'actine polymgris6e k l'etat stationnaire dans un lysat 
desdites cellules. 

2) Methode selon la revendication 1, caract§risee 
en ce que la mesure realis£e sur lysat est compar6e a une 
ou plusieurs valeurs de rSference de la quantity d'actine 
polymSrisee a l'Stat stationnaire soit dans des cellules en 
culture specif iques d'un phgnotype soit dans des tissus 
provenant de pr61£vements biologiques. 

3) Methode selon l'une des revendications 1 ou 2, 
caractSrisee en ce que la quantity d'actine polym6ris£e 
correspond k la somme de toute l'actine sous forme F. 

4) Methode selon l'une des revendications 14 3, 
caracteris§e en ce que la mesure de la quantity d'actine k 
l'£tat stationnaire est realisge par polarisation, statique 
de fluorescence en presence de monomdres d'actine liSs a un 
fluorochrome, lesquels sont incorpores dans les filaments 
d'actine (actine P) formes au cours de la polymerisation de 
l'actine endogdne du lysat. 

5) Mithode selon la revendication 4, caract£risSe 
en ce que les monomSres d'actine li£s k un fluorochrome 
sont ajout^s au lysat cellulaire dans un rapport compris 
entre i/80 e et 1/1600 6 par rapport a la quantite d'actine 
endog&ne - 
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6) Methode selon l'une quelconque des 
revendi cat ions prScedentes, caractgrisSe en ce qu'elle 
comprend : 

- la lyse des cellules cancSreuses dans des 
conditions non-d6naturantes pour les proteines et 
1' Elimination des debris cellulaires-, 

- le dosage des proteines totales du lysat, 

l'ajout de monomeres d'actine lies & un 
f luorochrome , 

l'ajout des substances nEcessaires & la 
polymerisation de l'actine endogdne et S la protection des 
proteines du lysat, 

- la mesure de la quantity d'actine polymerisEe S 
1'Etat stationnaire dans le lysat. 

7) Methode d' identification de molecules 
susceptibles de presenter une activite anti-cancereuse, 
caracterisEe en ce qu'elle comprend la mise en oeuvre d'une 
methode selon l'une quelconque des revendi cat ions 1 a 6 en 
presence d'une quantity adequate de ladite molecule, et en 
ce que l'on determine la capacity de ladite substance a 
restaurer une quantite d'actine polymSrisEe 5 l'etat 
stationnaire correspondant k celle de cellules non 
agressives. 

8) Application de la mEthode selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 6, a 1' Evaluation du caractere 
invasif desdites cellules. 

9) Application de la mEthode selon l'une quelconque 
des revendications 1 & 6, a 1' evaluation de la 
tumorigenicite desdites cellules. 
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10) Application de la methode selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 6, a la prediction de la 
sensibilite desdites cellules a un traitement anti- 
cancereux. 

11) Application selon la revendication 10, 
caracteriseE en ce que ledit traitement anti -cancereux 
consiste en une radiotherapie ou une chimiotherapie . 

12) Un kit pour la mise en oeuvre d'une methode 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 7, 
caracterise en ce qu'il comprend : 

- un milieu de re-suspension des cellules pour la 
lyse des cellules, 

- les substances necessaires a la polymerisation de 
l'actine endogene et a la protection des prolines du 
lysat, 

- une solution de monomeres d'actine lies a un 
f luorochrome , 

- un tampon de polymerisation de l'actine, 

- un tampon general d'actine, 

- Sventuellement des extraits de reference de 
cellules agressives et non agressives. 
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